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［摘要］　目的：优化药材上主要污染真菌的分离方法，并分析三七、柴胡和党参的污染真菌情况。方法：采用
Ｌ９（３

４）正交实验方法结合稀释平板法考察药材种类（Ａ）、摇床转速（Ｂ）、振摇时间（Ｃ）和培养基种类（Ｄ）对真菌总
数、曲霉菌和青霉菌分离效果的影响，曲霉菌和青霉菌根据形态进行鉴定。超高效液相色谱质谱联用方法（ＵＰＬＣＭＳ／
ＭＳ）检测三种药材上黄曲霉毒素（ＡＦｓ）的污染情况。结果：药材上真菌总数和曲霉菌的最优分离条件为转速１３０ｒ·ｍｉｎ－１，
振摇时间１５ｍｉｎ，ＹＥＳ培养基；青霉菌的最优分离条件为转速１６０ｒ·ｍｉｎ－１，振摇时间３０ｍｉｎ，ＰＤＡ培养基。党参上的真菌
总数高于三七和柴胡，三种药材上曲霉菌数均高于青霉菌数。柴胡上检测到黄曲霉毒素Ｂ１的含量为４５４μｇ·ｋｇ

－１，三七和

党参上未检出ＡＦｓ。结论：分离条件对分离结果有一定影响，三种药材上曲霉属真菌的污染值得重视。
［关键词］　三七；柴胡；党参；真菌总数；曲霉；青霉；正交实验
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中药材在生产、加工和储藏过程中容易受到真

菌污染出现发霉的现象，从而影响药材质量，霉菌

中的曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）和青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）中的
一些种可以产生黄曲霉毒素（ＡＦｓ）、赭曲霉毒素、
展青霉素、桔霉素等真菌（霉菌）毒素［１２］，进而影

响中药材的安全。

菌株分离是污染真菌研究中的第一个环节，在

以往文献报道中，中药材表面真菌的分离多参考粮

食、坚果等振摇式分离结合稀释平板培养的方法，

采用摇床转速从６０ｒ·ｍｉｎ－１到１３０ｒ·ｍｉｎ－１不等［３４］，

振摇时间从３ｍｉｎ到３０ｍｉｎ不等［３，５７］，选用的培养

基也有所不同［８１０］，尚没有统一的标准。本文采用

正交实验设计，分析不同的分离条件对药材表面污

染真菌，特别是青霉属和曲霉属真菌分离效果的影

响，旨在建立根类药材表面真菌的适宜分离方法，

为药材上产毒真菌及后续的真菌毒素研究提供方法

学支持。

１　材料与方法

１１供试药材

三七和柴胡饮片，购自河北安国市药材交易大

厅，贮藏时间为２年；党参药材于购自湖北板桥县
党参种植基地的药材仓库，贮藏时间１年。３种药
材各购买１ｋｇ，用无菌密封袋独立密封，放置于室
温下，１周内完成分离及检测。

１２正交实验设计

采用Ｌ９（３
４）正交实验，设计药材种类（Ａ）、转

速（Ｂ）、处理时间（Ｃ）和分离培养基（Ｄ）４个因素，
每个因素各设 ３个水平，制定因素水平表（表 １），
以真菌总数，曲霉属和青霉属真菌数为指标，确定

药材上污染真菌的最佳分离方法。

表１　正交实验因素水平表Ｌ９（３
４）

水平

因素

药材种类

（Ａ）
转速／ｒ·ｍｉｎ－１

（Ｂ）
时间／ｍｉｎ
（Ｃ）

培养基

（Ｄ）

１ 三七 １００ １５ ＰＤＡ

２ 柴胡 １３０ ３０ ＭＥＡ

３ 党参 １６０ ４５ ＹＥＳ

１３培养基

ＰＤＡ培养基（２００ｇ土豆，２０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼

脂，１０００ｍＬ蒸馏水），ＭＥＡ培养基（２０ｇ麦芽浸
粉，２０ｇ葡萄糖，１ｇ蛋白胨，１５ｇ琼脂，１０００ｍＬ
蒸馏水），酵母蔗糖培养基（ＹＥＳ）（２０ｇ酵母浸粉，
１５０ｇ蔗糖，０５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，２０ｇ琼脂，１０００ｍＬ蒸
馏水），于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

１４真菌分离及培养

采用稀释平板法进行污染菌分离。将每种药材

充分混匀，称取１０ｇ药材，加入含９０ｍＬ无菌水的
三角瓶中，放置到摇床（ＺＷＹ２４０，上海智城分析仪
器制造有限公司）上，按正交实验设计进行不同转速

和不同振摇时间处理。振摇结束后静置５ｍｉｎ，将上
清液进行１０倍梯度稀释，至浓度为１０－４。分别取原
液和各浓度稀释液１ｍＬ，接种于不同培养基上，每
个浓度设５个重复。接种后的平板于２５℃恒温培养
３ｄ。选择每个平板上的菌落数在１０～６０个范围的
浓度用于菌落计数。

１５真菌形态学鉴定

将纯化的菌株，接种于 ＭＥＡ培养基上，２５℃
培养７ｄ，观察菌落形态和显微形态，参考 《中国真

菌志》［１１１２］，鉴定曲霉属和青霉属真菌，并分别记

录各自菌落数。

１６黄曲霉毒素（ＡＦｓ）提取及含量测定

药材样品于５０℃烘干至恒重，粉碎。精密称取
１０ｇ药材粉末，加入 ５０ｍＬ８５％甲醇，超声提取
３０ｍｉｎ，抽滤，滤液用氮气吹干，残渣用２ｍＬ甲醇
溶解，于６０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，所得上清溶液用
水定容到５ｍＬ后过Ｃ１８柱净化，洗脱液用氮气吹干，
残渣溶解至１ｍＬ甲醇中，用０２２μｍ尼龙滤膜过
滤，注入超高效液相色谱质谱联用仪（ＵＰＬＣＭＳ／
ＭＳ）检测 ＡＦｓ的含量。ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ采用 Ｓｈｉｍａｄｚｕ
ＬＣ２０ＡＤＸＲ液相色谱仪（日本岛津公司）串联 ５５００
ＱＴＲＡＰ质谱仪（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公司）。色谱柱采用
ＺＯＲＢＡＸＥｌｉｐｓｅＣ１８反相柱（５０ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ，
美国安捷伦科技有限公司），流动相为（Ａ）０１％甲
酸＋５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵水溶液（Ｂ）０１％甲酸乙腈，
洗脱梯度为０００～４００ｍｉｎ（７０％～２０％Ｂ）；４００～
５００ｍｉｎ（２０％～７０％Ｂ）；５００～６００ｍｉｎ（７０％Ｂ），
流速０２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，进样量５μＬ。质
谱条件为正离子模式，电喷雾离子源（ＥＳＩ）；扫描方
式为多反应监测（ＭＲＭ）；电喷雾电压５５００Ｖ；离子
源温度５５０℃。用于定量 ＡＦｓ分子的离子对信息：

·９８６·
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ＡＦＢ１为ｍ／ｚ３１３０～２８５１，ｍ／ｚ３１３０～２４１３，ｍ／ｚ
３１３０～１８５１；ＡＦＢ２为 ｍ／ｚ３１５０～２５９０，ｍ／ｚ
３１５０～２８７０，ｍ／ｚ３１５０～２４３０；ＡＦＧ１为 ｍ／ｚ
３２９０～２４３０，ｍ／ｚ３２９０～３１１０，ｍ／ｚ３２９０～
２８３０；ＡＦＧ２为 ｍ／ｚ３３１０～２３５１，ｍ／ｚ３３１０～
２５７０，ｍ／ｚ３３１０～１８９０［８］。

２　结果与分析

２１分离方法的优化结果

正交实验结果表明，４个因素对污染真菌的分
离效果有较大影响。对于真菌总数，极差值（Ｒ１）
Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，说明药材种类（Ａ）是影响真菌总数的
决定因素，即不同药材受污染的程度有较大差异；

摇床转速（Ｂ）次之，再次为振摇时间（Ｃ），培养基
（Ｄ）的影响最小（表 ２）。对于曲霉菌数，极差值
（Ｒ２）Ｄ＞Ｃ＞Ａ＞Ｂ，表明培养基种类和振摇时间的
影响大于药材种类和转速（表 ２）。对于青霉菌数，
极差值（Ｒ３）Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞Ｂ，表明药材种类是主要因
素，培养基种类次之，转速和振摇时间的影响较小

（表２）。综合分析，确定分离药材上总真菌和曲霉
的最佳分离方法为Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即转速为１３０ｒ·ｍｉｎ

－１，

振摇时间为１５ｍｉｎ，培养基为 ＹＥＳ。青霉的最佳分
离方法为 Ｂ３Ｃ２Ｄ１，即转速为１６０ｒ·ｍｉｎ

－１，振摇时

间为３０ｍｉｎ，培养基为 ＰＤＡ。方差分析表明４个因
素的影响均不显著（表３）。

表２　正交实验结果

实验号
药材

（Ａ）
转速／ｒ·ｍｉｎ－１

（Ｂ）
时间／ｍｉｎ
（Ｃ）

培养基

（Ｄ）
真菌总数／

（×１０３ｃｆｕ·ｇ－１）
曲霉菌数／

（×１０３ｃｆｕ·ｇ－１）
青霉菌数／

（×１０３ｃｆｕ·ｇ－１）

１ 三七 １００ １５ ＰＤＡ ２７４ １６ ０

２ 三七 １３０ ３０ ＭＥＡ ２８ １５ ０

３ 三七 １６０ ４５ ＹＥＳ ２７８ １８４ ０

４ 柴胡 １００ ３０ ＹＥＳ ４４ ２２ １

５ 柴胡 １３０ ４５ ＰＤＡ ３１６ ８６ １４

６ 柴胡 １６０ １５ ＭＥＡ ５８ １８ ０４

７ 党参 １００ ４５ ＭＥＡ ３７６ ４４ ０２

８ 党参 １３０ １５ ＹＥＳ １３２ ９４ ６

９ 党参 １６０ ３０ ＰＤＡ ２８４ １８ ７４

真菌总数 ｋ１ ２７７ ２３１ ５５ ２９１

（×１０３） ｋ２ １３９ ６３９ ２０３ ２３８

ｋ３ ６６ ２０７ ３２３ ５４７

极差Ｒ１ ５２１ ４０７ ３４８ ３０９

曲霉菌数 ｋ４ １６５ １２９ ３７３ ８８

（×１０３） ｋ５ ４２ ３５７ ６３ ７１３

ｋ６ ３３４ ７３ １０５ ３８２

极差Ｒ２ ２９２ ２８４ ３１ ３１１

青霉菌数 ｋ７ ０ １ ２１ ２９

（×１０３） ｋ８ ０９ ２５ ２８ ０８

ｋ９ ５１ ２６ １１ ２３

极差Ｒ３ ５１ １６ １７ ２１

２２三种药材的污染真菌对比

从三七，柴胡和党参三种药材样品上均分离到

真菌，真菌污染率为１００％（表２），所有样品上的真

菌总数均大于１０３ｃｆｕ·ｇ－１。党参上的真菌总数多于
三七和柴胡。柴胡和党参上均分离到了曲霉属和青

霉属真菌，且不同处理方法得到的曲霉菌数大于青

霉菌数；从三七样品上只分离到曲霉属真菌（表２）。
·０９６·
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表３　正交实验方差分析结果

方差来源
离均差平

方和（×１０８）
自由度 方差（×１０８）Ｆ值

真菌总数 Ａ ４３６６ ２ ２１８３ ２６６

Ｂ ３５３２ ２ １７６７ ２１５

Ｃ １８７３ ２ ９３７ １１４

Ｄ １６４１ ２ ８２０ １００

误差 １１４１１ ２ ５７０６

曲霉数 Ａ １２９０ ２ ６４５ １００

Ｂ ２０１８ ２ １００９ １５６

Ｃ １６９２ ２ ８４６ １３１

Ｄ １８３７ ２ ９１８ １４２

误差 ６８３７ ２ ３４１８

青霉数 Ａ ３４４ ２ １７２ ４２２

Ｂ ０９１ ２ ０４６ １１２

Ｃ ０８１ ２ ０４１ １００

Ｄ １２４ ２ ０６２ １５２

误差 ６４０ ２ ３２０

注：Ｆ（２，２）＝１９０。

２３分离方法对３种药材分离结果的影响

将柴胡的３个处理组（４、５、６）进行对比，真菌
总数、曲霉菌数和青霉菌数在不同处理组间的差异

较大（表２），说明柴胡上的真菌分离结果受分离方
法的影响较大；党参的情况也类似。然而三七的不

同处理组间分离到的真菌总数和曲霉菌数差异较小，

说明分离方法对三七表面真菌分离的结果影响较小。

可能是三七表面较光滑，且质地坚硬，真菌孢子一

般被局限在药材表面，且容易脱落，摇床转速和振

摇时间的改变对污染真菌的分离效果影响较小。

２４三种药材上ＡＦｓ的含量

从柴胡样品上检测到黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１），含

量为４５４μｇ·ｋｇ－１，未检测到黄曲霉毒素Ｂ２（ＡＦＢ２）、
黄曲霉毒素Ｇ１（ＡＦＧ１）和黄曲霉毒素Ｇ２（ＡＦＧ２）；三
七和党参样品上均未检出以上４种毒素。

３　讨论

根类药材饮片一般表面粗糙，结构上木质纤维

多，有较大的间隙，附着的真菌孢子往往不容易被

分离。本实验选择三七、柴胡和党参等３种表面及
内部结构不同的根类药材，采用正交实验的方法，

优化药材上污染真菌的分离条件，并考察药材上真

菌污染情况。实验结果表明，针对真菌总数、曲霉

菌数和青霉菌数，各因素对分离结果的影响大小顺

序不同。对于真菌总数和青霉菌来说，药材种类为

主要影响因素，说明污染真菌受寄主影响较大；对

于曲霉菌来说，培养基种类为主要因素，说明曲霉

属真菌对营养条件的要求更为严格，张初署等［１３］报

道黄曲霉在高盐分的培养基上生长旺盛，ＹＥＳ培养
基因具有高糖和高盐的特点，可能是中药材上曲霉

属真菌比较好的分离培养基。另外，实验结果表明，

转速及振摇时间并不是越长越好，两者的增加可能

会因为加大了真菌孢子与药材和三角瓶壁的碰撞力

度，造成孢子细胞被破坏而丧失活力。

分析三种药材上真菌污染情况，党参的三个处

理得到的真菌总数最多，这可能跟药材来源于湖北，

经过夏季高温高湿的贮藏条件及质地有关。本文中

三七上的优势属为曲霉属，宋美芳等［１４］报道三七在

西双版纳储藏 ６个月后的优势属为拟青霉属
（Ｐａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓ）；王文丽等［５］从党参上只分离到一株

散囊属真菌（Ｅｕｒｏｔｉｕｍ）和一株青霉属真菌；以上文
献中的结果与本实验结果不同，可能与药材的采集

地，及贮藏的条件不同有关。柴胡上污染真菌的情

况以往未见报道。

三种药材的毒素测定结果表明，仅柴胡上检测

到含ＡＦＢ１（４５４μｇ·ｋｇ
－１），以往也有研究者［１５１６］检

测到柴胡上有ＡＦＢ１污染，且污染水平大于１０μｇ·ｋｇ
－１，

本文在三七上未检测到 ＡＦｓ，与郑荣等［１７］的结果一

致；在党参上未检测到 ＡＦｓ污染，与郝爱鱼等［１８］的

结果一致，而谭婧等［１９］曾检测到党参上有 ＡＦＧ２的
污染，达到为４７１μｇ·ｋｇ－１。结合药材上真菌污染情
况，虽然党参上真菌总数和曲霉菌数较多，却没有

检测到ＡＦｓ，原因是 ＡＦｓ主要来源于曲霉属中的黄
曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）和寄生曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐａｒａ
ｓｉｔｉｃｕｓ），而本实验对分离的真菌没有鉴定到种，党
参上分离得到的曲霉菌可能不是产毒菌，但不排除

产毒菌的存在。柴胡上的 ＡＦｓ污染需要引起重视，
应该加强产毒菌的相关研究。在接下来的工作中，

需要对得到真菌做进一步种水平上的鉴定。
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在目前针对炮天雄及其炮制品中所含乌头类生物碱

量及其药理活性研究较多，而对炮天雄传统炮制品

中微生物菌群及如何利用菌株发酵转化附子降低双

酯型乌头碱的毒性的研究甚少。魏婷婷等［７］通过从

６０份土壤中定向筛选，获得菌株 ＳＩＰＩ１８５（节杆菌
属Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ），可将乌头碱转化为单酯型或毒性
更小的化合物。本实验室分离得到节杆菌属菌株 Ｂ
３，其菌落形态及显微形态均与菌株 ＳＩＰＩ１８５类似，
需要进一步实验验证是否具该种生物转化功能。从

理论上来说，凡是能够产生酯酶对酯类物质产生水

解反应的微生物种类都可以作为炮天雄生物转化的

菌种。吴丽等［８］采用霉菌类（青霉菌、黑曲霉、毛霉

菌）菌种生物转化附子，转化后附子中的双酯型乌头

碱较生附子中的含量变化较大，并产生多个新组分。

本实验为研究采用微生物转化炮天雄中的双酯

型乌头碱达到减毒增效的作用提供了菌种基础，同

时也为减少炮天雄炮制过程中胆巴液的使用量和浸

泡时间提供了可能性。
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